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Badanie aktywności cytostatycznej frakcji laktonowej 
Alchemilla pastoralis Bus. 


McenenjoBaHMe UMTOCTaTMYeCKOM AKTUBHOCTM JIAKTOHOBOŃ dPAKUMM 
Alchemilla pastoralis Bus. 


Investigations in the Cytostatic Activity of Lacton Fraction 
of Alchemilla pastoralis Bus 


Alchemilla pastoralis Bus. dostarcza surowca zielarskiego rzadko obecnie užy- 
wanego w lecznicbwie w postaci ziela, zawierającego garbniki i substancje gorzkie 
(1). W r. 1974 firma Gradstein Irene Fr. Demande (2) patentuje preparat dermatolo- 
giczny, w skład którego wchodzi wyciąg z przywrotnika. 

Badania skriningowe wyciągów z ziela Alchemilla micans Bus., a zwłaszcza 
wyciągu acetonowego, wskazują na wysoką aktywność cytostatyczną i sugerują 
poszukiwanie laktonów (3, 4) w rodzaju Alchemilla. Dane te uzasadniają poszu- 
kiwanie frakcji czynnych cytostatycznie w zielu przywrotnika pasterskiego. 


MATERIAŁ I METODY 


Materiał do badań stanowiło wysuszone ziele przywrotnika w ilości 1523 g. 
Izolowanie frakcji laktonowej przeprowadzono według metody Mabry'ego (5). 
Rozdrobniony surowiec odtłuszczono w aparacie Soxhleta dwusiarczkiem węgla, na- 
stępnie ekstrahowano w aparacie Soxhleta chloroformem. Ekstrakt chloroformowy 
odparowano do sucha w wyparce próżniowej. Suchą pozostałość rozpuszczono w 
500 cm3 etanolu absolutnego i zmieszano z 550 cm? 4% wodnego roztworu octanu 
ołowiowego. Po 24 godz. wytrącony osad odsączono przez bibułę filtracyjną. Z 
przesączu w wyparce próżniowej usunięto etanol, po czym odtłuszczono dodatkowo 
eterem naftowym. Następnie wymyto wyczerpująco chloroformem, Ekstrakt chloro- 
formowy odparowano w wyparce próżniowej do sucha. Otrzymano 4,450 g suchej 
pozostałości — frakcja laktonowa (5, 6). 

Analizę jakościową otrzymanych łaktonów wykonano za pomocą chromatografii 
cienkowarstwowej na żelu krzemionkowym G Merck (7). Badania przeprowadzono 
jednocześnie w 2 układach rozpuszczalników: 
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I — eter etylowy, 

II — ehloroform — aceton (9:1). 

Do wywoływania chromatogramów zastosowano 5 odczynników selektywnie 
barwiących laktony (7, 8): 

A — 1% metanolowy roztwór rezorcyny + 5% HPO; (1:1), 

B — 2% metanolowy roztwór rezoreyny + 2% HSO; (1:1), 

C — 1% metanolowy roztwór fruktozy + 2% HSO; (1:1), 

D — 0,05 cz. FeCl; + 62,5 cz. H;PO4 + 37,5 cz. H,SO,, 

E — 0,5% metanolowy roztwór NaNO, + 10% H,SO, (1:1). 

Wywołane chromatogramy ogrzewano 2—4 min. w temp. 110%C, Wyniki po- 
dano w tab. 1. 


Tab. 1. Wyniki chromatografii cienkowarstwowej frakcji laktonów Alchemilla 
pastoralis Bus. 
Results of thin layer chromatography of lactons fractions Alchemilla pastoralis 
Bus. 
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Objaśnienia: z — zielone, r — różowe, ž — žole, f — fioletowe, br — brązowe, 
sz — szare, p — pomarańczowe, szbr — szarobrązowe, szz — szarozielone, szf — 
szarofioletowe, szr — szarorožowe, b — bežowe, n — niebieskie. 

Explanation: z — green, r — pink, ž — yellow, f — violet, br — brown, sz — 
grey, p — orange, szbr — grey-brown, szz — grey-green, szf — grey-violet, szr — 
grey-pink, b — beige, n — blue, 


Do badań aktywności cytostatycznej przygotowano roztwory laktonow o ste- 
żeniach: 0,03, 0,05, 0,075, 0,1, 0,3 i 0,5%. Aktywność badanych roztworów określano 
przy pomocy testu fitobiologicznego Levana (9), wykorzystując korzenie przy- 
byszowe cebuli Allium cepa L., wyrosłe w kulturze wodnej. Cebule z korzeniami, 
długości 1—2 cm, dzielono podłużnie na połowy, jedną umieszczano w roztworze 
(grupa doświadczalna), drugą — w wodzie wodociągowej (grupa kontrolna). W tych 
warunkach cebule pozostawały przez 24 godz. Następnie badano przebieg mitozy. 
Kontrolowano również trwałość inhibicyjnego działania powyższych roztworów, 
przeprowadzając 24-godzinną postinkubację. Badano także wpływ roztworów na 
wzrost liniowy korzeni, mierząc ich długość przed doświadczeniem i po 24 godz. 

Do badań cytologicznych przygotowano preparaty rozgniatane, po 10 dla każ- 
dej grupy doświadczalnej i kontrolnej. Barwienie przeprowadzono metodą Feul- 
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gena (10), Obliczono indeks mitotyczny (IM), wyrażony średnią arytmetyczną ze 
średnim błędem dla każdej serii badań, oraz IMs, czyli wartość stężenia roztwo- 
rów, które obniżają o 50% ilość podziałów mitotycznych w porównaniu z kontro- 
lą (11). 


Wyizolowane laktony z ziela Alchemilla pastoralis Bus. poddano próbie sma- 
kowej na zawartość goryczy (FP IV). 


OMÓWIENIE WYNIKÓW 


Wyniki chromatografii cienkowarstwowej izolowanej frakcji z ziela 
Alchemilla pastoralis Bus. wskazują na obecność w niej laktonów. Na 
chromatogramach, wywołanych odczynnikami selektywnie barwiącymi 
laktony, otrzymano co najmniej 10 plam o różnym zabarwieniu, wska- 
zujących na ich laktonowy charakter (tab. 1). Przeprowadzone badania 
smakowe (FP IV) na zawartość goryczy dały negatywne wyniki. Można 
więc przypuszczać, że otrzymane substancje nie są laktonami gorzkimi. 


Zbadano antymitotyczne właściwości laktonów, stosując: wodne roz- 
twory o stężeniach: 0,03, 0,05, 0,075, 0,1, 0,3, 0,5%. Na podstawie przepro- 
wadzonych obserwacji stwierdzono, że laktony hamują wzrost liniowy oraz 
wywołują zaburzenia w podziałach mitotycznych. Korzenie przybyszowe 
Allium cepa L., inkubowane przez 24 godz. w badanych roztworach, nie 
zmieniły swojej barwy ani turgoru. Wystąpiło natomiast bardzo wyraź- 
ne zahamowanie wzrostu korzeni na długość, tym większe, im wyższe 
było stężenie (tab. 2). Działanie antymitotyczne laktonów również zale- 
żało od stężenia roztworów, w miarę jego zwiększania bowiem obniżał 
się indeks mitotyczny (tab. 2). 

Najmniej aktywne okazało się najniższe stężenie laktonów — 0,03%. 
Zahamowanie przyrostu korzeni wynosiło 45%, a mitoz — 9%. Obrazy 
wszystkich figur mitotycznych były prawidłowe, nie odbiegające od kon- 


Tab. 2, Wpływ laktonow z ziela Alchemilla pastoralis Bus. na wzrost liniowy 
(a) i podziały mitotyczne (b) w korzeniach Allium cepa L. 
The effect of lactons from the herb Alchemilla pastoralis Bus. on the linear 
growth (a) and mitotic division (b) in roots of Allium cepa L. 


Steženic | Przyrost : 
roztworu | korzeni Ik, . 
* ca 


Procent zahsmowanis 


6,10 + 2,07 
4,98 + 2,38 
5,84 + 0,99 
1,62 + 0,87 
0,57 + 0,16 
1,36 + 2,06 


Iq 9,0602 = 0,0605 
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trolnych. Rowniež przy steženiu 0,05% zahamowanie przyrostu korzeni 
wynosiło 57%, a zahamowanie mitoz 30%. Większą aktywność wykazał 
roztwór o stężeniu 0,075%. W grupie tej procent zahamowania przyrostu 
liniowego korzeni cebuli wynosił 63, a hamowania mitoz 64. W prepara- 
tach mikroskopowych większość stadiów podziałowych pozostawała nie 
zmieniona. Tylko sporadycznie występowały figury, których wygląd róż- 
nił się od kontrolnych. Spotykano anafazy z charakterystycznymi most- 
kami chromosomowymi. 

Roztwór 0,1% hamował już wzrost korzeni o 78%, wyraźnie wzrósł 
również procent hamowania mitoz do 77. Preparaty mikroskopowe tej 
grupy wykazują zaburzenia w przebiegu podziałów mitotycznych, prze- 
jawiające się zmienionymi obrazami stadiów podziałowych. Obserwowane 
zaburzenia obejmowały poszczególne etapy mitozy. W profazie występo- 
wały często chromosomy skrócone i pogrubiałe, natomiast w metafazie 
zdarzała się fragmentacja i skrócenie chromosomów (ryc. la). Najwięcej 
było widocznych zaburzeń w anafazie, spowodowanych najczęściej za- 
kłóceniami wrzeciona kariokinetycznego (12). Wynikające z tego niepra- 
widłowości dawały obrazy zwane tropokinezą. Obserwowano zmienione 
obrazy anafazy, wynikające z niewłaściwego ułożenia chromosomów, 
zwane pseudoanafazą. 

Wysoką aktywnością odznaczał się roztwór o stężeniu 0,3% laktonów. 
Stwierdzono, że 24-godzinne działanie tego roztworu zahamowało przy- 
rost korzeni na długość — 88%, a mitoz — 91%. W preparatach tej gru- 
py pojawiły się bardzo licznie komórki dwujądrowe połączone ze sobą, 
dając obraz pseudomitozy (ryc. lc). Ich obecność świadczy o zakłóce- 
niach w przebiegu cytokinezy. Spotykano telofazy z mostkiem chromo- 
somowym oraz skrócone i pogrubiałe chromosomy w profazie (ryc. 1b). 

Najaktywniejszym z badanych roztworów laktonów okazał się roz- 
twór 0,5%, w którym wzrost korzeni uległ zahamowaniu w 97%. W pre- 
paratach cytologicznych stwierdzono całkowity brak podziałów, występo- 
wały jedynie komórki dwujądrowe. 

Sprawdzono trwałość inhibicyjnego działania stężeń: 0,075, 0,1, 0,3%, 
przenosząc cebule "po 24-godzinnym działaniu roztworu na następne 
24 godz. do wody wodociągowej. Okazało się, że korzenie inkubowane 
uprzednio w roztworach 0,075 i 0,1% odzyskiwały zdolność do wzrostu 
i podziałów. Indeksy mitotyczne były tu podobne jak w grupach kontrol- 
nych, a stadia mitotyczne — normalne, bez zaburzeń. Roztwór 0,3% pro- 
wadził do zmian trwałych, nie stwierdzono podziałów po 24-godzinnej 
postinkubacji w wodzie. l 

Obliczona wartość IM,, wynosząca 0,0602—0,0605, wskazuje, jakie 
roztwory badanej frakcji laktonowej powodują obniżenie mitoz o 50%. 
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W porównaniu z innymi substancjami, jak kwas usninowy (13), o war- 
tości IM, równej 0,00021 lub z IM, pipobromanu — 0,0107—0,0124 (14), 
aktywność cytostatyczna badanej frakcji laktonowej jest znacznie niž- 
sza. 
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PE3IOME 


M3 rpaBbi Alchemilla pastoralis Bus. BbiqejleHo dbpakumio, B KOTOpOŃ npr no- 
MOLIM XPOMATMUCCKOTO METOJA Ą0KAa3AHO HAJIMUME JIAKTOHOB. M3yyeHO BJIMAHME 
9T0H (PPAKUMU HA JIMHEMHBIH pocT KOpHEH B MepucTeMax KopHeń Allium cepa L. 
Iloka3aH0, 4TO OHa TOPMO3UT pocT KOpHeń M MMTOTUUCCKOC JABJICHME, a B oee 
BbICOKMX KOHUJEHTPALJMAX JOGABOUHO HapyliaeT XOĄ MMTO3A. 
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SUMMARY . 


A fraction in which the presence of lactones was revealed chromatographically 
was isolated from the herb Alchemilla pastoralis Bus. The influence of this 
fraction on a linear growth of roots and mitosis course in meristems of Allium cepa 
L. was investigated. It was proved that this fraction inhibited the growth of roots 
and mitosis fissions, and in higher concentrations it additionally disturbed the 
mitosis course, | 
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Ryc. 1. Zaburzenia mitozy pod wplywem frakcji laktonowej Alchemilla pastoralis 
Bus.: a — skrócenie chromosomów w metafazie, b — skrócenie chromosomów w 
profazie i zaburzenia telofazy, c — komórka dwujądrowa 
Perturbations in mitosis under the influence of lacton fraction of Alchemilla pa- 
storalis Bus.: a — shortening of chromosomes in metaphase, b — shortening of 
chromosomes in prophase and perturbations in telophase, c — binuclear cell 
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